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COLLE BIOLOGIQUE FLUIDE 

La presente invention concerne une colle bioiogique pour tissus 
humains ou animaux, stabilisee sous une forme fJuide a basse temperatu- 
re, 

Le type de colJe utilisee pour reunir des tissus humains ou animaux 
5 est en general un concentre de facteurs de i'hemostase, coagulabie par la 
thrombine, et riche en fibrinogene. 

Ces colles sont en fait composees de deux constituants essentiels, 
destines a Stre melanges extemporanement lors de leur application. Le 
premier composant contient essentiellement du fibrinogens II est le plus 
10 souvent constitue d'un melange de proteines extraites du plasma humain et 
contient, en plus du fibrinogene, de la fibronectine et du facteur XIII. 
Quant au second composant, fl contient essentiellement de la thrombine 
caicique, qui peut Stre d'origine humaine ou animaie, bovine par exempie. 
Ce type de colle est notamment decrit dans les brevets EP 103 196, EP 253 
15 198, EP 37 078 et EP 183 67*. 

Tres recemment, la Demanderesse a propose une nouvelie colle 
presentant 1'avantage d'etre sous une forme pasteurisee, (FR 89 10355, 
depose le 1.8.89 au nom de la Fondation Nationale de Transfusion 
Sanguine). Cette colle pasteurisee permet ainsi de s'affranchir de tout 
20 risque de contamination virale, pouvant provenir du fibrinogene extrait du 

.plasma humain. _ _ _ _ 

L'un des inconyenients de ces colles biologiques est leur instabilite 
au stockage. En effet, si i'on conserve la colle a la temperature de *°C, la 
thrombine demeure stable mais le fibrinogene tend a polymeriser; par 
25 contra a une temperature de Tordre de 20 a 25°C, c'est la thrombine qui se 
deteriore* C*est pourquoi, Tune des techniques utilisees pour conserver ces 
colles consiste a les congeler. Evidemment, lors de l'utilisation de ces 
colles, ii est aiors necessaire de les decongeier, ce qui est mal commode, et 
en outre prend du temps, car il n'est pas possible de les chauffer 
30 brutalement au risque d'en degrader les composants. 
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Faute d'utiliser ce type de colle, ii est aiors necessaire d'employer 
des colles preparees depuis peu de temps. II est evident que la preparation 
de telles colles pour ainsi dire au ,our le jour rend la gestion industries de 
ce type de produit tres difficile. 

Ii etait done interessant de mettre au point une colle utile a la 
consommation, sous forme liquide, qui soit ainsi directement prete a 
l'emploi. ' 

C'est precisement I'objet de la presente invention de proposer une 
colle utile a la consommation sous forme fluide, qui puisse etre stockee a 
basse temperature, e'est-a-dire entre -2 et -10-C, de preference, comme 
cela est habitue! pour les produits de ce type, au voisinage de 4»C, la 
temperature des refrigerateurs. 

Pour ce faire, la presente invention se rapporte a une colle 
bioiog.que pour tissus humains ou animaux du type a deux composants. 
15 comportant : 

- un premier composant a base de fibrinogene, et 

- un second composant a base de thrombine, 

destines a etre melanges extemporanement au moment de l'emploi, 
caracterisee en ce que le composant a base de fibrinogene contient au 
moms un agent chalotropique, et en ce que la colle est liquide 
a basse temperature. 

En effet, il a ete mis en evidence que I'adjonction d'un agent 
chalotropique, et en particulier i'uree, permettait de prevenir la polyme- 
risation du fibrinogene a basse temperature. II devient aiors possible de 
conserver les deux composants de la colle biologique, sous une forme fluide, 

25 a une meme temperature. Ceci presente un net avantage tant pour le 
stockage que sur le plan commodite pour les utilisateurs, qui disposent 
immediatement d'une colle sous forme fluide. 

L'invention peut etre mise en oeuvre avec une colle biologique 
quelconque du type a deux composants. EHe est plus particuiierement 

30 interessante avec la colle objet du brevet FR 89 10355 precedemment 
identifie. 
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Le composant a base de fibrinogens utilise dans ce type de colle, 
provient la plupart du temps d'un melange de proteines extraites de plasma 
humain, comme cela a ete mentionne precedemment. II est done necessaire 
de lui faire subir une inactivation virale. Cette inactivation peut ainsi etre 
5 realisee par pasteurisation dudit composant. 

Quant au composant a base de thrombine, il s'agit surtout de 
thrombine calcique. 

Ces deux composants sont stockes, soit separement dans des 
flaconnages differents, soit dans des dispositifs appiicateurs qui assurent 
10 leur melange lors de 1'application, notamment des dispositifs a deux 
seringues jumelees. 

Quel que soit .le type .de.colle ou jde dispositif, la presente invention 

presente un interSt considerable. 

L'agent chaTotropique est utilise a des concentrations comprises de 
15 preference entre 0,3 et 1 M f notamment a une concentration proche de 0,5 
M. 

II faut en outre tenir compte du fait que Tajout de cet agent 
chaTotropique est limite pour des raisons d'osmolarite, iaquelle doit 
demeurer compatible avec le milieu ou la colle doit £tre appliquee. 

20 C'est pourquoi, seion un mode de realisation particulier de 

Tinvention, ce composant a base de fibrinogene subit une etape de 
reduction de son osmolarite, notamment avant Tajout de Turee. L ! osmola- 
rite du composant a base de fibrinogene est initialement comprise 
habituellement entre 700 et 800 mosmoi. II est ciair que l'ajout d f uree a 

25 celui-ci implique une augmentation de ceile-ci. Une valeur trop importante 
de cette osmolarite pouvant entralner un risque de toxicite ceilulaire, il est 
par consequent prudent de reduire l'osmolarite initiale, de maniere a ce 
qu'elle demeure compatible avec les conditions physiologiques en presence 
d f uree. 

30 Cette reduction de l'osmolarite peut etre ainsi realisee en 

effectuant une dialyse par ultrafiltration du composant a base de 
fibrinogene, ou par tout autre moyen. 
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Enfin, il est possible d'ameiiorer la qualite d'adhesivite de la colle 
biologique selon ^invention en ajoutant au composant a base de fibrinogene 
et stabilise avec de 1'uree au moins un agent adhesif. II peut ainsi s'agir de 
coliagene, de glycerol ou encore d'un acide amine. A titre d'acide amine on 
peut en particulier citer la lysine, la glycine ou 1'acide glutamique. 

Les exemples donnes ci-apres permettront de mettre en evidence 
d'autres avantages et caracteristiques de la presente invention, sans pour 
autant en limiter la portee. 

PREPARATION DU COMPO SANT A BASE DE FIBRINOCENF 

- A -partir.de . 280 .1 de plasma, la cryoprecipitation a permis de 
recuperer 2 kg de precipite (cryoprecipite). Les proteines entrant dans la 
composition de la colle sont obtenues apres remise en solution de ce 
precipite (1 kg/* litres) dans un tampon tris 20 mM pH 7, suivi d-une 
precipitation a la temperature de 25'C apres addition d'heparine a 32 
U/ml. La suspension ainsi obtenue est centrifugee, le culot (environ 1 kg) 
est recupere puis remis en solution dans du citrate trisodique 70 mM - 
glycine 0,1 M - NaCl 0,03 M - acide aminocaprolque 50 mM - arginine 50 
mM et aprotinine 100 U/ml a pH 8 (1 kg/1 litre). On procede alors a un 
chauffage liquide 10 heures a 60«C apres avoir ajoute des stabilisants de 
proteines, a savoir 2400 g de glucose et 600 g de sorbitol a 2 litres de 
solution pour un volume final d'environ * litres (compte-tenu de la dilution 
due a 1 'addition des sucres). Apres pasteurisation, la solution est diluee 10 
fois dans du citrate 5 mM-NaCl 0,051 M - acide -aminocaprolque 25 mM - 
arginine 17 mM pH 7. La solution obtenue est alors precipitee a 1'alcool a 
10% final a une temperature comprise entre -2 et -3<>C. Les proteines 
precipitees sont recuperees dans le culot de centrifugation. Celui-ci est 
ensuite remis en solution dans du citrate trisodique 1 mM - NaCl 60 mM - 
acide -aminocaprolque 20 mM - glycine 60 mM pH 7,5. 

Les proteines sont ensuite concentrees jusqu'a un taux de 27 - 30 g/1 
pour un volume final de 1,5 1 auquel on rajoute du poiysorbate a 0.25% o et 
du caprylate de sodium a 0,15 g/i. Le produit est ensuite reparti en flacons 
apres filtration sterilisante puis lyophilise. La concentration en proteines 
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coagulables peut etre modulee en fonction du volume de reconstitution du 
lyophilisat. Le produit obtenu presente, pour un taux de proteines de 
(85-150) g/1, (80-120) g/1 de fibrinogene coagulable, (4-15) g/I de 
fribronectine et un taux d'aprotinine de 2 000 KlU/ml (soivant utilise pour 
5 Ja reconstitution du lyophilisat). 

EXEMPLE I 

Trois solutions de fibrinogene a 110 g/1, obtenues seion le mode 
0 operatoire decrit precedemment, sont additionnees d'uree a differentes 
concentrations (Ul, U2 et U3), et testees pour ieur stabilite dans le temps a 
la temperature de- ^C* La stabilite est evaluee par la concentration de ■-- 
fibrinogene coagulable et par Tadhesivite de la coile apres ajout de la 
thrombine caicique, apres un mois. 
5 Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau I ci-apres. Ce 

tableau rend egalement compte a titre comparatif des resultats observes 
avec un temoin a base de fibrinogene, c'est-a-dire sans uree. 

On constate que Tadhesivite des compositions varie de maniere 
importante entre le temoin et la colle contenant 0,5 M d'uree. 
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EXEMPLE II 

Les quatre solutions a base de fibrinogene decrites dans J'exempJe I 
ont en outre subi des tests compiementaires afin de determiner leur pH, 
leur osmolarite, et d'apprecier leur duree de fiuidification pour passer 
d'une temperature de 4°C a la temperature ambiante. 

Les resuitats figurent dans le tableau II. 
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Etat a *°C 


Temps de 
retablissement de la 
fluidite a 20°C 


pH 


Osmolarite 
mOsm/1 


Temoin 


Gelifie 


Prechauffage a 37°C: 
non fluide 




78? 


Ul 


Visqueux 


30 min. 


. 7,38 


912 


U2 


Visqueux 


15 min. 


7,51 . 


- 1\020~~ 


U3 


Fluide 


Fluide 


7,48 


"ri8? 



30 



TABLEAU II 
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EXEMPLE in 

Cet essai a ete realise en utilisant une solution de fibrinogene a 110 
g/1, obtenue selon le mode operatoire decrit precedemment, hormis I'etape 
de concentration-dialyse qui a ete realisee par ultra-filtration sur cassette 
100 K. 

Une partie de la solution finale obtenue a ete stockee apres addition 
d'uree qsp 0,5 M, a deux ambiances correspondant respectivement aux 
temperatures de +4°C et de +25°C. 

Cet essai montre que lorsque I'osmolarite est contenue dans des 
normes physioiogiques du fait de la concentration par ultra-filtration, le 

produit reste fiuide et stable en presence d'uree 0,5 M, apres un mois de 

stockage a 8 4«C et a + 25«C. On ne constate aucune alteration des 
caracteristiques physico-chimiques et en particulier de l'adhesivite, par 
15 suite de I'abaissement d'osmolarite consecutif a la dialyse par ultra-filtra- 
tion. 

Les resultats sont presentes dans le tableau III ci-apres. 
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REVENDICATIONS 

I - Colle biologique pour tissus humains ou animaux du type a deux 
composants, comportant : 
5 - un premier composant a base de fibrinogene, et 
- un second composant a base de thrombine 

destines a etre melanges extemporanement au moment de Pemploi, 
caracterisee en ce que ie composant a base de fibrinogene contient au 
moins un agent chalotropique, et en ce que la colle est liquide 
h basse temperature* 

10 2 - Colle biologique selon la revendication I, caracterisee en ce que 

r agent chalotropique est Puree. 

3 - Colle biologique selon la revendication 2, caracterisee en ce que 

Puree est presente dans Ie composant a base de fibrinogene, a une 

concentration comprise entre environ 0,3M et 1M. 
15 4 - Colle biologique selon la revendication 3, caracterisee en ce que 

Puree est presente dans le composant a base de fibrinogene a une 

concentration proche de 0,5M. 

5 - Colle biologique selon Pune des revendications 1 a 4, 
caracterisee en ce que le composant a base de fibrinogene a subi au 

20 prealable une inactivation virale. 

6 - Colle biologique selon Pune des revendications 1 a 5 f 
caracterisee en ce que Posmoiarite du composant a base de fibrinogene a 
ete reduite avant Paddition de Pagent chalotropique. 

7 - Colle biologique selon la revendication 6, caracterisee en ce que 
25 ia reduction de Posmoiarite a ete realisee en effectuant une dialyse par 

ultrafiltration du composant a base du fibrinogene. 

8 - Colle biologique selon Pune des revendications 1 a 7, 
caracterisee en ce que le composant a base de fibrinogene contient en 
outre au moins un compose favorisant Padhesivite de la colle. 

30 9 - Colle biologique selon la revendication 8 V caracterisee en ce que 

le compose favorisant Padhesivite peut §tre choisi parmi le collagene, le 
glycerol et un acide amine, dont en particulier la lysine, la glycine et 
Pacide glutamique. 
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